Scoala doctorala in domeniul Stiinte medicale

Cu titlu de manuscris
C.Z.U: 618.19-006.6-091.8:616.379-008.64(043.2)

BRINZA Dumitru

MANIFESTARILE LOCALE ALE IMUNITATII CELULARE
IN CARCINOMUL MAMAR LA PACIENTII CU DIABET
ZAHARAT DE TIP 2

311.02 - ANATOMIE PATOLOGICA

Rezumatul tezei de doctor in stiinte medicale

Chisiniu, 2026



Teza a fost elaborata in cadrul Catedrei de histologie, citologie si embriologie si Laboratorului
de morfologie din IP Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”,
Scoala doctorald in domeniul Stiinte medicale

Conducator

Fulga Veaceslav,

dr. hab. st. med., conf. univ.
Conducitor prin cotutela
Stratan Valentina,

dr. st. biol., conf. cerc.

Membrii comisiei de indrumare:
David Valeriu,

dr. st. med., conf. univ.
Rogojinaru Mariana,

dr. st. med.

Harea Dumitru,

dr. st. med., conf. univ.

Sustinerea va avea loc la 26.06.2026, ora 14:00, in incinta USMF ,Nicolae Testemitanu”, bd.
Stefan cel Mare si Sfant, 165, biroul 205 in sedinta Comisiei de sustinere publica a tezei de
doctorat, aprobata prin decizia Consiliului Stiintific al Consortiului nr.7 din 05.05.2026.

Componenta Comisiei de sustinere publica a tezei de doctorat:
Presedinte:
Saptefrati Lilian, dr. hab. st. med., prof. univ.

Membrii:

Fulga Veaceslav,

dr. hab. st. med., conf. univ.
Stratan Valentina,

dr. st. biol., conf. cerc.

Referenti oficiali:

David Valeriu,

dr. st. med., conf. univ.

Alexa Zinaida,

dr. st. med., conf. univ.

Izbas Doina,

dr. st. med.

Raica Marius,

dr., prof. univ., UMF , Victor Babes”, Timisoara,
Romania

Autor
Brinza Dumitru

©Brinza Dumitru, 2026



Cuprins

INtrOAUCEIC.aeeeeeeeereeeenneneiceeeeeeeeereeneecccssseessssssssccssssenns 3

1. CARCINOMUL MAMAR ASOCIAT CU DIABETUL ZAHARAT - PATOLOGII
CU EVOLUTIE COMPLEXA SI INTERACTIUNI BIOLOGICE INCOMPLET

ELUCIDATE ...couciiiiiinininininissninsnessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 5
1.1. Imunitatea celulard in stroma carcinomului MAMAT. .........cccceeviiirriierieniieeienie e 5
1.2. Profilul molecular al carcinomului MamMAT. .........ccccveviiiiiieiieiie e 6
2. MATERIALE SI METODE CERCETARE.............eeeennene. 6
2.1. Metodologia generald @ CEICETATTI. ... .cuuiruiirtierieeiieiiesie et eteeeite et esteesiee et eseeeenbeeteesaeesnseenneens 6
2.2. Materialul de STUAIU ......couiiuiiiiiiiie ettt 6
2.3. Metode histologice $i imunOhiStOChIMICE .........cccuieiuieriiiiieiieeie et 6
2.4. Metode de evaluare @ markerilor ........c..coouiiiiiiiiiiiiiiie e 6
2.5. ANAlIZA STATISTICA ....c.eitieiiiitieieee ettt ettt ettt ettt ettt et b et ebeeae 7
3. CARACTERISTICA MORFOLOGICA A GLANDELOR MAMARE iN CONDITII DE

NORMA SI PATOLOGIE......cniucsuncsscsssssssssssssssssssssssssssssses 9
3.1. Morfologia glandei mamare Tn NOTMA. .........cceerieiiiierienieeeeseeete e seee e eeeeseee e eeeeseeesneeenes 9
3.2. Structura carcinomului mamar, in absenta dereglarilor metabolismului glucidic....................... 9
3.3. Morfologia carcinomului mamar asociat cu diabet zaharat..............cccooeveeiiieiienieniieee, 9
3.4. Studiul comparativ al morfologiei tumorilor MaMAre ...........cccccevveeeriienienieeiierie e 9
4. INFLUENTA DZT2 ASUPRA MICROMEDIULUI TUMORAL 11
4.1. Identificarea expresiei CD3, CD4, CDS§, CD34, CD45, CD56, CD68 in glanda mamara
TIIEACTA. 1.ttt b e b et eb bt e h e e bt e a bt h et h et e h e bt e h e bt e h b e bt ettt e bt et eaeates 11
4.2. Evaluarea imunitatii celulare locale si a potentialului angiogen in stroma tumorilor de tip NST

................................................................................................................................................... 10
4.3. Caracteristica cantitativa a markerilor vizati in carcinomul mamar asociat cu DZT2. ............ 10
4.4. Evaluarea corelatiilor dintre markerii imunitatii celulare si potentialului angiogen in tumorile
mamare Cu $i fArad DZT2 @SOCIAL. .....ccvieiuierieeieeiiesie ettt ettt e ee et e et e saeesteesseessaeenseenseesnseennes 12
5. CARACTERIZAREA EXPRESIEI MARKERILOR HORMONALI (ER, PR), HER2 SI

Ki67 IN GLANDA MAMARA INTACTA SI iN CARCINOMUL MAMAR 11
5.1. Caracteristica cazurilor de CONIOL........cc.oiiiiiiiiiiiiierieie e 11
5.2. Tumorile mamare fard DZT2 aSOCIAL ......cccuevuiriiriiiieriieieseete ettt 12
5.3. Fenotipul tumorilor mamare NST asociate cu DZT2 ........ccceeviiiiiieiieeiieiecieee e 12
5.4. Caracteristica comparativa a tumorilor mamare, cu si fara asocierea DZT2...........cccceceeennen. 12
5.5. Structura si fenotipul molecular al carcinomului mamar............ccccoocveverierinieniinneneeeeeene 12
6. INFLUENTA DEREGLARILOR METABOLICE DIN DZT2 ASUPRA STATUTULUI

IMUN CELULAR LOCAL DIN CARCINOMUL MAMAR 13
CONCLUZII GENERALEK............uccvevruecrernne. 14
RECOMANDARI PRACTICE .......ccoeevrerrerreerrrensens 14
BIBLIOGRAFIE .......uucouiuinniiinnicensuessensacssssssessssssessssnns 15
ADNOTARE (in romdna $i engleza) .eceveeessssssssssssssssssssne 19




Introducere

Actualitatea si importanta problemei abordate. Maladiile oncologice si endocrine reprezinta
o provocare pentru medicina contemporana, reflectand o dinamicd ingrijoratoare in ceea ce priveste
prevalenta si incidenta acestora, care sunt intr-o continui crestere. In oncologie, cancerul de glanda
mamara se distinge drept lider al neoplaziilor depistate la femei, cu o incidentd globala de 11.4%,
aproape similara in Republica Moldova, unde aceasta atinge o ratd de 11.9% [1]. Aceasta statisticd nu
doar ca subliniaza amploarea problemei, dar pune in evidenta si nevoia acutd de a dezvolta strategii
eficiente de preventie si tratament [2].

Microambianta tumorald reprezinta un element crucial in patogeneza cancerului de san si este
caracterizatd printr-o functionare defectuoasd a diverselor tipuri celulare, incluzand macrofage,
fibroblaste, celule endoteliale si leucocite [3]. Aceastd interactiune complexa dintre celulele tumorale
si microambianta lor contribuie la progresia si metastazarea neoplaziei. Considerata la moment un
factor esential in carcinogeneza, inclusiv mamard, inter-relatiile in cauzd prezintd caracteristici
complexe si multifactoriale, care sunt influentate de contextul genetic si fenotipic al tumorii. Conform
lui Weber et al. (2006), stroma tumorii nu doar ca manifestd o semndturd genetica distincta in functie
de fenotipul carcinomului, dar joacd si un rol activ in promovarea transformarilor neoplazice [4].
Prezenta unui numar semnificativ de limfocite in tumoare, in special de limfocite T cu functie
citotoxicd, CD8", este adesea interpretatd drept un indicator al unui rispuns imun activ indreptat contra
neoplasmului. Totusi, specificitatea si eficacitatea acestui rdspuns imun variazd in functie de
particularitatile biologice ale tumorii si de compozitia infiltratului imun tumoral. In acest context,
celulele imune implicate in raspunsul antitumoral joacd totodatd un rol esential in initierea si
perpetuarea inflamatiei cronice, proces recunoscut drept un mecanism central in patogeneza diabetului
zaharat de tip 2 (DZT2).

Imunitatea inndscuta reprezinta prima linie de aparare a organismului, avand un caracter rapid
si nespecific, si implicd diverse populatii celulare, precum macrofagele, neutrofilele, celulele
dendritice si alte celule ale sistemului imun, care recunosc agentii patogeni si raspund prin mecanisme
de fagocitoza si prin secretia de mediatori inflamatori [5].

Diabetul zaharat reprezinta o problema majora de sanatate publica la nivel global, afectand
aproximativ 10% din populatie si prezentand o tendintd de crestere constantd, in special in randul
populatiei varstnice [6]. In context geriatric, acesta prezinta particularititi clinico-biologice distincte,
fiind predominant reprezentat de DZT2, caracterizat printr-o evolutie progresiva si un risc crescut de
complicatii, in special in absenta unui management terapeutic adecvat [7].

Scopul lucrarii a constat in studierea carcinomului mamar invaziv de tip ductal asociat cu DZT?2
in vederea evaluarii profilului molecular al tumorii si statusului imun celular local.

Obiectivele studiului:

1. Analiza comparativd a modificarilor morfologice ale glandei mamare in postmenopauza si

ale carcinomului mamar invaziv de tip NST, in functie de prezenta DZT2;

2. Evaluarea statusului imun celular local prin cuantificarea subpopulatiilor leucocitare (CD3",
CD4", CD8", CD45", CD56") si a macrofagelor CD68", in tesutul mamar non-neoplazic si
tumoral, la paciente cu si fara DZT2;

3. Determinarea potentialului angiogen local prin analiza expresiei markerului CD34 in
carcinomul mamar, in functie de asocierea cu DZT2;

4. Caracterizarea fenotipului molecular tumoral prin evaluarea expresiei markerilor ER, PR,
HER?2 si Ki67, la paciente cu si farda DZT2;

5. Stabilirea corelatiilor statistice dintre statusul imun celular local, angiogeneza si fenotipul
molecular tumoral, in vederea evidentierii influentei DZT2 asupra a microambiantei
tumorale.

Metodologia cercetarii stiintifice. Specimenele biologice si datele clinice ale pacientelor au

fost selectate din arhiva figelor medicale si a blocurilor histopatologice ale IMSP Institutul Oncologic
din Republica Moldova, Serviciul de anatomie patologicd. Fragmentele tisulare au fost fixate in



formalina tamponata 10% (pH 7,2-7,4), apoi procesate prin deshidratare, clarificare si includere in
parafind, obtindndu-se sectiuni de 3—5 pm pentru coloratie HE si pentru imunohistochimie. Profilul
tumoral a fost evaluat histopatologic pe HE, iar profilul molecular/imun celular local a fost stabilit
folosind anticorpi pentru ER, PR, HER2, Ki67, CD3, CD4, CD8, CD34, CD45, CD56 si CD68, cu
deparafinare/ demascare antigenica cu PT Link (Target Retrieval Solution, 60 min). Datele au fost
introduse in MS Excel 2016 si analizate in SPSS (media, DS, mediana, IQR, range, corelatii Spearman/
Pearson, teste Mann—Whitney U si t-Student), cu prag de semnificatie p<0,05. Cercetarea a fost
desfasurata la Catedra de histologie, citologie si embriologie, Laboratorul de morfologie din cadrul
Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”, Republica Moldova. Protocolul
studiului a fost aprobat de Comitetul de Etica al Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae
Testemitanu” (nr. 7/ 70/ 12.11.2021).

Noutatea si originalitatea stiintifici a rezultatelor obtinute. In premieri a fost efectuat un
studiu complex, comparativ al statusului imun celular local in carcinomul mamar la pacienti diabetici
si non-diabetici. Abordarea permite o intelegere mai profunda a impactului metabolic al diabetului
asupra mediului tumoral.

Problema stiintifico-aplicativa solutionati. Cercetarea a elucidat modificarile imunitatii
celulare locale in carcinomul mamar si influenta diabetului zaharat tip 2 asupra micromediului tumoral.
Prin cuantificarea celulelor CD3, CD4, CD8, CD34, CD45, CD56 si CD68 pozitive 1n stroma intra- si
peritumorala, s-a confirmat cd DZT2 moduleaza statusul imun local.

Valoarea aplicativi a lucrarii. Rezultatele sustin optimizarea managementului clinic al
pacientelor cu carcinom mamar, mai ales in prezenta DZT?2 si ofera premise pentru strategii terapeutice
personalizate. Datele indica, cd dereglarile metabolice din DZT2 pot altera imunitatea celulara locala
in micromediul tumoral, justificand adaptarea protocoalelor de tratament si monitorizare, cu impact
asupra prognosticului si calitatii vietii.

Rezultatele stiintifice principale inaintate spre sustinere:

1. DZT2 constituie un factor activ de remodelare a microambiantei tumorale in carcinomul

mamar, influentdnd semnificativ statusul imun celular local si dinamica procesului tumoral;

2. Asocierea DZT?2 cu carcinomul mamar, din punct de vedere histopatologic, se coreleaza cu
dimensiuni tumorale mai mari, evidentiind totodata o relatie stransa intre gradul histologic
si activitatea mitotica;

3. DZT2 determina modificari semnificative al infiltratului limfocitar T in carcinomul mamar,
caracterizat printr-o tendintd de reducere a densitatii limfocitelor T citotoxice CD8"
intratumorale, 1n special in tumorile de grad 1nalt (G3);

4. Dereglarile metabolice din DZT2 favorizeazd infiltrarea macrofagelor CD68" in
microambianta tumorald, atat la nivel intratumoral, cat si peritumoral;

5. In contextul DZT2 se evidentiazi o disfunctie a celulelor endoteliale progenitoare CD34",
cu alterarea angiogenezei tumorale;

6. Din perspectiva moleculara, desi DZT2 nu modifica distributia subtipurilor moleculare ale
carcinomului mamar, acesta influenteaza relatiile dintre markerii hormonali si cei de
proliferare;

7. DZT2 se asociazi cu o infiltrare sporite de celule CD56" la nivel peritumoral, densitatea
acestora coreland negativ cu activitatea mitoticd si expresia HER2 si pozitiv cu
vascularizatia intratumorala (CD34it).

Implementarea rezultatelor stiintifice: Rezultatele obtinute au fost implementate in activitatea
stiintifica a Laboratorului de morfologie al Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae
Testemitanu”, precum si in activitatea practicd a Sectiei de Anatomie Patologica a IMSP Institutul
Oncologic.

Aprobarea rezultatelor: Rezultatele obtinute si ideile de bazd ale tezei au fost prezentate si
discutate in cadrul urmatoarelor reuniuni stiintifice: National Scientific Conference with International
Participation ,,Cells and tissues transplantation. Actualities and perspectives. The 3rd edition”, dedicata



aniversarii a 80 de ani de la fondarea Universititii de Stat de Medicind si Farmacie ,,Nicolae
Testemitanu” (Chisinau, 2025); Conferinfa Nationald Stiintifico-Practica cu participare internationala
»Istoria, actualitdti si perspective ale serviciului de anatomie patologicd in Republica Moldova”
(Chisindu, 2025); Congresul National de Oncologie, editia VI (Chisindu, 2025); Congresul aniversar
,80 de ani de inovatie Tn sandtate si educatie medicala” (Chisindu, 2025); 2nd International Cappadocia
Scientific Research Congress (Nevsehir, Turcia, 2022); 2nd International Siirt Conference on
Scientific Researches (Siirt, Turcia, 2022); ISPEC 13th International Conference on Engineering &
Natural Sciences (Burdur, Turcia, 2022); 4th International Congress of Multidisciplinary Studies in
Medical Sciences (Antalya, Turcia, 2022); 3rd International Conference on Medical & Health Sciences
(Bingdl, Turcia, 2021); Conferinta ,Integrare prin cercetare si inovare” (Chisinau, 2021); II
International Halich Congress on Multidisciplinary Scientific Research (Istanbul, Turcia, 2021);
International Harran Health Sciences Congress-III (Sanlurfa, Turcia, 2021).Rezultatele acestui studiu
au fost discutate si aprobate la sedinta Catedrei de histologie, citologie si embriologie a USMF
»Nicolae Testemitanu” (proces verbal Nr8, din 12.02.2026) si Seminarului stiintific de profil 311.
ANATOMIE SI MORFOLOGIE; 351. MEDICINA INTERDISCIPLINARA (proces verbal din
01.04.2026).

Publicatii la tema tezei. La tema tezei au fost publicate 40 lucrari stiintifice, dintre care 3
articole in reviste internationale, 4 in reviste nationale si 33 rezumate in materialele conferintelor
stiintifice nationale si de peste hotare.

1. CARCINOMUL MAMAR ASOCIAT CU DIABETUL ZAHARAT - PATOLOGII CU
EVOLUTIE COMPLEXA SI INTERACTIUNI BIOLOGICE INCOMPLET
ELUCIDATE

Cancerul mamar constituie proliferarea necontrolata a celulelor cu origine primara la nivelul
glandei mamare. Conform estimarilor GLOBOCAN 2018, incidenta este de aproximativ 10%, atat la
nivel global cét si in Republica Moldova [1]. in cadrul comorbiditatilor metabolice, diabetul zaharat
reprezintd o conditie frecvent intalnita la femeile recent diagnosticate cu carcinomal glandei mamare
[7.8].

1.1. Imunitatea celulara in stroma carcinomului mamar

Sistemul imun are un rol fundamental in mentinerea homeostaziei tisulare, iar disfunctiile sale
contribuie semnificativ la initierea si progresia proceselor neoplazice [9,10].

Limfocitele din tumoare (TILs) sunt cel mai frecvent evaluate intra- si peritumoral in cancerul
mamar, insd datele privind densitatea lor sunt neuniforme si contradictorii. Conform Hendry et al.
(2017), TILs sunt raportate mai frecvent in tumorile triplu negative si HER2-pozitive [11]. Totodata,
evaluarea infiltratului limfocitar stromal in cancerul mamar se realizeaza in baza unor criterii specifice,
precum: evaluarea TILs trebuie realizata la mariri 20-40x [12], pe sectiuni FFPE de calitate, cu
grosime optima 4-5 pm [11], incluzand toate celulele mononucleare (limfocite si plasmocite) [13].
Unii autori recomanda utilizarea markerilor IHC si raportarea tipului de infiltrat (circumferential
minim/ partial/ subtotal/ total), relevant pentru gradul de implicare tumorala [12].

1.2. Profilul molecular al carcinomului mamar

Receptorul pentru estrogen mediaza efectele biologice ale estrogenilor asupra celulelor. Cavener
et al. (2010) au mentionat ca semnalizarea prin receptorii ER influenteaza metabolismul lipidic si
sensibilitatea la insulind, procese cruciale in patologia DZT2 [14]. Astfel expresia ER in patologia
mamara devine un factor important care influenteaza atat biologia tumorii, cat si raspunsul la tratament
[15]. Markerul HER2, cunoscut si sub denumirea de ErbB2, reprezintd un receptor transmembranar
[16]. In conditii fiziologice, HER2 prezinti o expresie scizuta in la nivelul mai multor organe, inclusiv
in tesutul glandular mamar [17]. In aproximativ 20% din cazurile de carcinom mamar, HER2 prezinti
amplificare, fenomen asociat cu cresterea agresivitdtii tumorale [18].



2. MATERIALE SI METODE CERCETARE

2.1. Metodologia generala a cercetarii

Pentru realizarea scopului si obiectivelor, a fost elaborat un plan metodologic care a inclus:
argumentarea problemei; elaborarea si aprobarea protocolului de studiu; selectarea si colectarea
materialului de studiu; realizarea procedeelor histologice si imunohistochimice; colectarea, analiza si
sinteza rezultatelor obtinute; elaborarea recomandarilor si aplicarea lor in practicd; formularea
concluziilor.

Lucrarea a fost realizatd in cadrul Catedrei de histologie, citologie si embriologie, USMF
,»Nicolae Testemitanu” si in Laboratorul de Morfologie din cadrul Universitatii de Stat de Medicina si
Farmacie ,\Nicolae Testemitanu” din Chisindu, Republica Moldova. Studiul a fost aprobat de
Comitetul de Eticd al Cercetarii al Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”
(avizul favorabil nr.7 din 12.11.2021).

2.2. Materialul de studiu

In calitate de obiect de cercetare au servit specimenele de glandi mamara prelevate postoperator
mastectomie totald in cadrul IMSP Institutul Oncologic din RM pe parcursul anilor 2018-2020.
Materialul prelevat, carcinom mamar invaziv de tip ductal NST, de la paciente care nu au fost supuse
tratamentelor preoperatorii a fost divizat in 2 loturi: lotul I a inclus tumori colectate de la 43 paciente
cu CGM fard DZT2; lotul II — 29 tumori mamare de la paciente cu DZT2. In calitate de control au
servit mostre de glanda mamara (bilateral), prelevate in cadrul Centrului de Medicina Legalad din RM
(2021-2022), de la 30 femei decedate accidental.

Cazurile au fost selectate in baza urmatoarelor criterii de includere si excludere:

A. Criterii de includere: diagnosticul confirmat de GCM (carcinom de tip ductal NST); cu sau
fara diagnosticul confirmat de DZT2, in dependentd de grup; varsta >50 ani;

B. Criterii de excludere: pacientele diagnosticate cu diabet zaharat tip 1; boli autoimune; varsta
pana la 50 ani.

Nivelul seric al glicemiei a fost evaluat a jeun, la internare in sangele venos, prin metoda
colorimetrica (analizatorul biochimic Selectra Pro XL, NL) la toate pacientele cu tumori.

2.3. Metode histologice si imunohistochimice

Toate sectiunile au fost colorate initial prin metoda clasica. Caracteristica histopatologica
detaliata a fost realizata dupa gradul de diferentiere (OMS, editia 5) [19].

Gradul global tumoral a fost calculat prin insumarea scorurilor pentru fiecare criteriu (total 3—
9), fiind incadrat astfel: gradul I (3—5 puncte), gradul II (6—7 puncte) si gradul III (8-9 puncte). Cazurile
au fost evaluate independent de doi medici morfopatologi, iar sectiunile reprezentative au fost selectate
pentru analiza imunohistochimica. In corespundere cu numarul de markeri utilizati in studiu, au fost
preparate 11 lame silanate pentru fiecare caz, sectiunile fiind realizate din acelasi bloc, ca si pentru
HE. Toate procedeele de deparafinare, demascare si vizualizare s-au efectuat automat, utilizand
Autostainer Link 48 (Dako Colorado, USA).

2.4. Metode de evaluare a markerilor

Evaluarea expresiei receptorilor a fost realizata prin tehnica semi-automata descrisa de Suciu et
al. (2014) [20], utilizand Axio Imager A2 (Carl Zeiss, Germania) si Olympus BX53 (Japonia). Cazurile
cu ST (scorul total=suma scorului de proportie si de intensitate) 0—2 au fost considerate negative, iar
cele cu ST 3-8 — pozitive (Figura 1). Supraexpresia HER2 a fost evaluata conform criteriilor ASCO
2018. Tumorile 2+ si 3+ au fost considerate HER2 pozitive (figura 2). In toate cazurile HER2 pozitive
s-au utilizat tehnici de hibridizare in situ cromogena in dubla culoare, rulat pe platforma BenchMark
ULTRA. La evaluarea expresiei CD3, CD4, CDS8, CD34 CD45, CD56, CD68, Ki67 am identificat
initial regiunile de interes, intra- si peritumorale (CDit/CDpt) din preparat. Rezultatele au fost
prezentate drept media procentuald din 10 campuri/ 1000 celule. Pragul de pentru Ki67 a fost >14.

Ulterior, cazurile au fost repartizate pe grupe in functie de diagnostic, prezenta/ absenta DZT2
si subtipului molecular (tabelul 1).
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Figura 1. Carcinoame mamare de tip NST. Celule tumorale imunomarcate pentru
ER si PR. Nota: SP — Proportia celulara, SI — intensitatea colorarii nucleare, ST — scor total.
Coloratie IHC, contracolorare cu hematoxilina Lille (20x).

2.5. Analiza statistica.

1. Studiul a inclus 72 paciente cu carcinommamar: 43 cazuri CGM fara DZT2 si 29 cazuri CGM
asociat cu DZT2. Grupul martor a inclus 30 femei decedate accidental, de la care s-au recoltat mostre
de glanda mamara.

2. Cercetarea a fost retrospectivd, morfologica, bazatd pe evaluarea histologica si
imunohistochimica. S-a utilizat coloratia hematoxilina-eozina si un panel de 11 markeri IHC: ER, PR,
HER2, Ki67, CD3, CD4, CD8, CD34, CD45, CD56 si CD68. Descrierea macro-microscopica a fost
efectuata conform recomandarilor OMS (2022) [19]. iar cuantificarea/scorificarea conform Allred et
al. (1998) si Suciu et al. (2014) [20-22].

3. In dependenta de expresia ER, PR, HER2 si Ki67 tumorile au fost grupate in 5 subtipuri
moleculare avand la bazad recomandarile OMS [19].

4. Datele au fost sistematizate in MS Excel 2016, iar analiza statistica a fost realizatd iIn SPSS
v23.0: media, deviatia standard, mediana, intervalul intercuartilic, range (min—max), intervale de
incredere, corelatii Spearman/Pearson si comparatii intre grupe prin Mann—Whitney U si t-Student test.
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Figura 2. Carcinom mamar ductal invaziv de tip NST. Nota: celule tumorale marcate pentru
HER?2 (scor 0 - +3). Coloratie IHC, contracolorare cu hematoxilina Lille (20x).

Tabelul 1. Repartizarea specimenelor prelevate in baza diagnosticului morfologic si

imunohistochimic
Subtipul CGM CGM + DZT2 Total
molecular (43 cazuri) (29 cazuri) (72 cazuri)
G1 G2 G3 G1 G2 G3
Luminal A 2 2 1 2 7
(4.7%) | (4.7%) (3.4%) | (6.9%) (9.7%)
Luminal B, 14 4 12 2 32
HER2- (32.5%) | (9.3%) (41.3%) | (6.9%) (44.4%)
Luminal B, 1 3 5 5 14
HER2+ (2.3%) | (7.0%) | (11.6%) (17.2%) (19.4%)
HER2+ 3 3 3 9
(7.0%) | (7.0%) (10.3%) (12.5%)
Triplu negativ 2 4 1 3 10
4.7%) | (9.3%) (3.4%) | (10.3%) (13.9%)
Total 3 24 16 1 20 8 72
(7%) | (55.8%) | (37.2%) | (3.4%) | (68.9%) | (27.6%) | (100%)

Nota: G1-G3 — gradul de diferentiere al tumorii; CGM — carcinom de glanda mamara; DZT2 — diabet
zaharat tip 2.




3. CARACTERISTICA MORFOLOGICA A GLANDELOR MAMARE iN CONDITII DE
NORMA SI PATOLOGIE

Analiza morfologicd a glandelor mamare reprezintd un element fundamental in intelegerea
mecanismelor de carcinogeneza mamara.

3.1. Morfologia glandei mamare in norma

In mostrele colectate au fost evidentiate modificiri precum fibroza periductald, involutia
glandulard, cresterea proportiei tesutului conjunctiv stromal, reducerea cantitatii de tesut adipos,
scleroza vasculara, depuneri de calciu si infiltrate limfocitare discrete. Fibroza periductald a fost
identificatd In 15 cazuri (50%) din totalul probelor analizate, iar involutia componentelor glandulare
in 11 cazuri (36.7%). Scleroza tesutului conjunctiv stromal a fost prezenta in 14 cazuri (46.7%),
micsorarea tesutului adipos in 11 cazuri (36.7%), iar scleroza vascularda in 13 cazuri (43.3%).
Ingrosarea peretilor vasculari si/sau reducerea diametrului lumenului vascular, asociate cu depuneri de
calciu, au fost constatate in 11 cazuri (36.7%), infiltratul limfocitar a fost prezent in 15 cazuri (50%)
dintre cazurile examinate.

3.2. Structura carcinomului mamar, in absenta dereglarilor metabolismului glucidic

In studiu au fost incluse paciente cu carcinom mamar NST, cu varsta medie de 63.7+6.9 ani.
Glicemia a constituit 5.04+1.10 mmol/L (Me 4.7 mmol/L), iar dimensiunea tumoralda macroscopica a
variat Intre 0.70-5.00 cm, cu media 2.104+0.80 cm (Me 2.0 cm). La stratificarea pe varste, dimensiunile
tumorale au fost: 51-60 ani: 1.98+0.2 cm (Me 2.0; 15 cazuri/34.9%); 61-70 ani: 2.21+0.3 cm (Me 2.1;
23 cazuri/53.5%); 71-80 ani: 2,0+0,3 cm (Me 2.0; 5 cazuri/11.6%). Desi se observa o tendinta spre
tumori mai mari in grupa 61-70 ani, diferentele nu au fost semnificative statistic: 51-60 vs 61-70
(p=0.792), 61-70 vs 71-80 (p=0.888), 51-60 vs 71-80 (p=0.951).

3.3. Morfologia carcinomului mamar asociat cu diabet zaharat

In continuare au fost analizate caracteristicile morfologice ale carcinomului mamar asociat cu
diabet zaharat. Varsta medie a pacientelor a fost 64.5+7.9 ani, iar glicemia medie 9.9+3.1 mmol/L (Me
9.0 mmol/L). Dimensiunile tumorale au variat intre 1.0-12.0 cm, cu media 2.9+2.2 cm (Me 2.2 cm);
pe grupe de varsta: 51-60 ani (10 cazuri; 34.5%) — 2.67+1.3 cm, 61-70 ani (15 cazuri; 51.7%) —
2.92+1.5 cm, 71-80 ani (4 cazuri; 13.8%) — 3.1£1.4 cm. Desi descriptiv se observa tumori mai mari in
grupa 71-80 ani, asocierea varstd — dimensiune tumorald a fost foarte joasa si nesemnificativa (r=-
0.04; p=0.84). Conform categoriei pT, pT1 a fost identificat in 13 cazuri (44,8%), pT2 1n 12 cazuri
(41.4%), pT3 in 3 cazuri (10.3%) si pT4 in 1 caz (3.4%), indicand predominanta stadiilor
incipiente/intermediare (pT1-pT2).

3.4. Studiul comparativ al morfologiei tumorilor mamare

Dimensiunea si stadiul tumoral: desi in ambele grupuri predomind stadiile incipiente si
intermediare (pT1, pT2), pacientele cu diabet prezinta o incidentd semnificativ mai mare a stadiilor
tumorale avansate (pT3, pT4) comparativ cu pacientele fara diabet. De asemenea, tumorile asociate cu
diabetul au manifestat o tendinta de a avea dimensiuni medii mai mari.

Afectarea limfonodala (pN): chiar daca stadiile cu afectare redusa (pNO si pN1) sunt majoritare
per total, diabetul se asociaza cu o frecventa mai mare a metastazelor limfonodale de tip pN2, ceea ce
reflectd un risc crescut de diseminare. Histiocitoza sinusald, ca reactie a nodurilor limfatici, a fost mai
rar intalnita in grupul cu diabet.

Gradul histopatologic: in ambele loturi au prevalat tumorile cu agresivitate moderata (G2).
Paradoxal, tumorile cu grad inalt de agresivitate (G3) au fost semnificativ mai frecvente la pacientele
fara diabet (37.2% fata de 27.6% la pacientele diabetice).

Activitatea mitotica (Mc): s-a observat o dinamica distincta a proliferarii celulare. Pacientele cu
diabet au inregistrat o incidentd mai mare atat pentru activitatea mitotica scazutd (Mcl), cat si pentru
cea crescutd (Mc3). Prin contrast, in grupul non-diabetic a predominat activitatea mitotica moderata
(Mc2). In ambele grupuri, activitatea mitotica a corelat direct cu gradul histopatologic al tumorii.
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Invazia tumorala: invazia limfovasculara a fost mai frecventa decat cea perineurald pentru
ambele tipuri de paciente, sugerand ca diseminarea pe cale limfovasculara este mecanismul principal
de extensie a bolii.

Impactul global al diabetului: dereglarile metabolice specifice diabetului zaharat de tip 2
influenteazd in mod clar progresia tumorald, manifestandu-se prin dezvoltarea unor tumori de
dimensiuni mai mari, frecventa crescuta a stadiilor avansate si un grad mai mare de afectare a nodulilor
limfatici.

4. INFLUENTA DZT2 ASUPRA MICROMEDIULUI TUMORAL

4.1. Identificarea expresiei CD3, CD4, CD8, CD34, CD45, CD56, CD68 in glanda mamara
intacta

Evaluarea limfocitelor T CD3+ a evidentiat o populare mixta a compartimentelor, fard diferente
cantitative semnificative intre epiteliul ductal si stroma periductald (intraepitelial: 21.7£18.5; Me=16;
0-55 vs periductal: 22.2+15.7; Me=16.5; 14-54). Limfocitele T helper (CD4") au predominat
semnificativ n stroma periductald (20.2+8.1; Me=21) comparativ cu epiteliul ductal (8.5+6; Me=8)
(p=0.011), indicaAnd CD4" ca populatie majoritard a infiltratului periductal, in timp ce distributia
limfocitelor T supresoare (CD8") a fost similard in ambele zone (10.8 vs 10.2; p=0.25). Markerul CD34
a indicat o topografie strictd: vascularizatie absenta in epiteliul ductal, dar prezenta si variabild
periductal (24.8+11.2; 16-45; p=0.01). Celulele CD45" au avut o distributie relativ uniforma
(periductal: 36.2+13.1 vs intraepitelial: 30.3+14.2; p=0.48); celulele NK (CD56") au prezentat o
tendintd de acumulare intraepiteliala (15.3+11.7 vs 5.5+3.7; p=0.14), iar macrofagele (CD68") au fost
numeric mai dense periductal (29.5+10.3 vs 11.8£8.1), fara semnificatie statistica (p=0.33).

4.2. Evaluarea imunitatii celulare locale si a potentialului angiogen in stroma tumorilor de
tip NST

Analiza comparativa a evidentiat o predominanta peritumorala a infiltratului imun si a densitatii
vasculare, cu corelatii clinico-patologice distincte intre compartimente. Infiltratul CD3+ a fost mai
mare peritumoral (33.6+£16.3) decat intratumoral (25.1£15.6), la limita semnificatiei (p=0.05);
intratumoral, CD3" a corelat invers cu Ki67 (r;=—0.37; p=0.02), iar peritumoral a corelat pozitiv cu
Ki67 (r;=0.35; p=0.03) si negativ cu varsta (r,=—0.45; p=0.01). Celulele CD4" au avut densitate
semnificativ mai mare peritumoral (29.4+15.2) fatd de intratumoral (17.5+13.4) (p=0.0005), iar
componenta intratumorald a corelat pozitiv cu varsta (r,=0.36; p=0.03). CD8" intratumoral a corelat
pozitiv cu glicemia (r;=0.37; p=0.02), iar peritumoral a prezentat corelatii pozitive cu ER si HER2
(rs=0,33). Densitatea microvasculard (CD34") a fost mai mare peritumoral (14+8.5) vs intratumoral
(10.5£8.3) (p=0.003), iar vascularizatia intratumorala a corelat cu Ki67 (r;=0.49), pT (r,=0.54) si
invazia limfovasculard (r,=0.34; p=0.03). CD45" a fost mai dens peritumoral (58.7+29.6) decat
intratumoral (40.5429) (p=0.01), iar nivelul intratumoral a corelat cu pT si activitatea proliferativa.
CD356" a fost redus intratumoral (2.5+1.7) comparativ cu peritumoral (5.0+4.8) (p=0.013), coreland
pozitiv cu statusul HER2 (r,=0.36) si invers cu dimensiunea tumorala (r;=—0.31; p=0.05). CD68" a
fost mai mare peritumoral (12.4+12.2) vs intratumoral (9.5£7.5) (p=0.02) si a corelat cu activitatea
mitotica (1;=0.44), pT (r,=0.51) si HER2 (r,=0.34), sugerand asocierea macrofagelor cu un fenotip
tumoral mai agresiv.

4.3. Caracteristica cantitativd a markerilor vizati in carcinomul mamar asociat cu DZT2.

Evaluarea compartimentelor intratumoral (it) si peritumoral (pt) a evidentiat urmatoarele: CD3
— densitatea medie a fost 17.9+£15.9 (it) si 35.7£18.9 (pt) (p=0.98); CD3it a corelat pozitiv cu varsta
(rs=0.47; p=0.01), iar CD3pt a corelat cu formarea tubulilor (r;=0.48), scorul Nottingham (r;=0.44) si
expresia HER2 (r,=0.33). CD4 — densitatea medie a fost 7.8+5.5 (it) si 14.8+14.3 (pt) (p=0.09); CD4it
a corelat negativ cu ER (r,=—0.32; p=0.04), iar CD4pt a avut o asociere la limita semnificatiei cu
invazia perineurald (r;=0.27; p=0.08). CD8 — valorile medii au fost 15.2+11.3 (it) si 28.0=18.3 (pt)
(p=0.02); CD&it a corelat pozitiv cu invazia perineurald (r;=0.42), iar activitatea mitotica a prezentat
o tendintd de corelatie inversd cu infiltrarea citotoxica intratumorald (r;=—0.29). CD34 (densitatea
microvasculard) — 12.84+12.7 (it) s1 16.0+£7.2 (pt) (p=0.19); CD34it a corelat negativ cu gradul tumoral
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(r;=—0.33), scorul Nottingham (r;=—0.34) si Ki67 (r;=—0.37; p=0.02). CD45 — densitatea medie a fost
43.1+35.1 (it) s1 50.1£34.6 (pt); CD45pt a corelat pozitiv cu varsta (r;=0.37) si gradul de diferentiere
(r;=048), negativ cu ER si PR (r;=—0.41; p=0.01). CD56 — densitatea a fost semnificativ mai mare
peritumoral (12.92+7.62) comparativ cu intratumoral (0.58+0.42) (p=0.03); CD56it a corelat negativ
cu invazia limfovasculara (r;=—0.35), iar CD56pt a corelat negativ cu activitatea mitotica (rs=—0.37)
si HER2 (r,=—0.38). CD68 — densitatea medie a fost 10.61+9.85 (it) si 16.3+£16.1 (pt) (p=0.05); CD68it
a corelat pozitiv cu varsta (r;=0.40) si extensia nodald pN (r;=0.42; p=0.01), sugerand un raspuns
macrofagal mai intens in tumorile avansate.

4.4. Evaluarea corelatiilor dintre markerii imunititii celulare si potentialului angiogen in
tumorile mamare cu si fara DZT2 asociat.

Carcinomul mamar fard diabet zaharat. Analiza corelatiilor dintre markerii imunitatii celulare
si potentialul angiogen in carcinomul mamar fard diabet a evidentiat interactiuni coordonate in
microambientul tumoral. Raspunsul imun intratumoral a fost dominat de componenta T helper,
sustinutd de corelatia dintre CD3it si CD4it (r=0.48; p=0.01), iar infiltratul T a fost strans asociat cu
CDS8it (r=0.62; p=0.01) si CD68it (r=0.60; p=0.01), sugerand conlucrarea limfocitelor si macrofagelor
in focarul neoplazic. Componenta vasculara s-a corelat pozitiv cu infiltrarea imund: CD34it a asociat
cu CD3it (r=0.43; p=0.01) si mai ales cu CD4it (r=0.59; p=0.01), indicand ca angiogeneza faciliteaza
recrutarea imund intratumorald; suplimentar, CD34it a corelat cu CD56pt (r=0.36; p=0.03), sugerand
influente asupra compartimentului peritumoral. La periferia tumorii s-a constatat recrutare leucocitara
crescutd, prin asocierile CD3pt—CD4pt (r=0.36) si CD3pt—CD45pt (r=0.40; p=0.02), precum si o
comunicare intre compartimente: CD4pt a corelat cu CD8it (r=0.31; p=0.05). In contrast, CD8it s-a
asociat invers cu CD34pt (r=—0.34; p=0.03), sugerand o relatie antagonista intre activitatea citotoxica
intratumorald si neoangiogeneza peritumorala.

Carcinomul mamar asociat cu DZT2. Analiza corelatiilor in carcinomul mamar asociat cu
DZT2 indica o remodelare a interactiunilor imune si vasculare sub influenta dereglarilor metabolice.
Infiltratul CD3it depinde de subpopulatiile CD4it (r=0.46; p=0.01) si CD8it (r=0.48; p=0.01) si se
asociaza sinergic cu macrofagele (CD3it—-CD68it: r=0.49; p=0.01), sugerand un rol activ al
macrofagelor in recrutarea limfocitelor T. Comunicarea intre compartimente este sustinuta de relatia
CD3it—CD45pt (r=0.38; p=0.02), iar neoangiogeneza intratumorald faciliteaza infiltrarea imuna
(CD34it—CD3it: r=0.38; p=0.02; CD34it—CDS8it: r=0.49; p=0.01). Peritumoral, CD3pt se mentine
asociat cu CD4pt (r=0.32) si CD8pt (r=0.37), iar CD8it se coreleaza atat cu CD68it (r=0.45), cat si cu
CD56pt (r=0.41; p=0.01), sugerand interactiuni intre limfocitele citotoxice si celulele NK. Un nucleu
mecanistic pare constituit de axa CD34it—-CD68it (r=0.51; p=0.01) si de legaturile catre periferie
(CD34it—CD56pt: r=0.44; p=0.01; CD56pt—CD68it: r=0.50; p=0.01), iar asocierea CD45pt—CD8it
(r=0.34; p=0.04) reconfirma importanta infiltratului leucocitar peritumoral pentru nivelul raspunsului
citotoxic intratumoral. Comparativ, in glanda mamara normala celule CD3 si CD8 pozitive predomina
stromal, iar CD4, CD56 pozitive sunt mai evidente in epiteliu; in carcinomul non-diabetic se remarca
infiltrare intratumorala activi CD3si CD8, cu predominanti peritumorald a CD4 si CD45. In prezenta
DZT2, acest model se perturba prin redistribuirea CD8 si CD68 catre stroma peritumorald, concomitent
cu cresterea vascularizatiei CD34 si a densitatii CD56 la periferia tumorii, sugerand mecanisme
adaptative/compensatorii in context metabolic alterat.

5. CARACTERIZAREA EXPRESIEI MARKERILOR HORMONALI (ER, PR), HER2 SI
Ki67 iN GLANDA MAMARA INTACTA SI iN CARCINOMUL MAMAR

In cancerul de san, expresiile markerilor pentru ER, PR, HER2 si Ki67 reprezinta caracteristici
cheie ale tumorii si sunt baza prognosticului predictiv [8].

5.1. Caracteristica cazurilor de control

In glanda mamari neafectata, receptorii pentru ER si PR au fost predominant determinati in
celulele epiteliale luminale [23]. In perioada menopauzei, odatd cu reducerea generald a activitatii
hormonale expresia PR de asemenea scade semnificativ.
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5.2. Tumorile mamare fara DZT2 asociat

Analiza markerilor moleculari (ER, PR, Ki67, HER2) in tumorile pacientelor non-diabetice a
evidentiat o heterogenitate marcata. Expresia ER a fost Tn medie 57.2%+41.6% (Me=80%), cu 43.3%
cazuri hormon-independente, iar 32.6% au atins Allred 8; PR a avut valori mai reduse (35.2%+35.0%,
Me=30%) si a fost absent in 37.2% din cazuri. S-a confirmat o coexpresie puternicd ER—PR (r,=0.74;
p=0.001). Proliferarea a fost ridicata-variabila, cu Ki67=35.2%=+19% (Me=35%, interval 10-70%),
majoritatea cazurilor incadrandu-se in proliferare moderat—inaltd. HER2 a fost negativ in 81.4% (cel
mai frecvent scor 1+: 46.5%), iar 3+ a fost identificat in 18.6%. Relatiille ER-HER2 (p=0.31) si ER—
Ki67 (p=0.29) au fost nesemnificative, iar asocierea HER2—Ki67 a fost slab pozitiva, fara semnificatie
statisticd (r;=0.18; p=0.17).

5.3. Fenotipul tumorilor mamare NST asociate cu DZT?2

Tumorile mamare au fost preponderent hormon-dependente, cu ER 60.2%+37.8% (Me=80%);
scorarea Allred a evidentiat expresie puternica (Allred 8 in 26.7%, respectiv 7 in 33.3%). PR a avut
valori mai reduse (39.7%+38.3%, Me=35%), fiind absent in 36.7%; desi ER-PR au corelat pozitiv
(r;=0.77; p=0.01), PR a fost semnificativ mai scazut decat ER (p=0.00084), sugerand ca sensibilitatea
la hormonoterapie este dominatd de ER. Ki67 a prezentat variabilitate marcatd (30.6%=+17.8%,
Me=27.5%), iar 76% dintre tumori au avut Ki67>20%. Statusul HER2 a fost predominant
scazut/absent (83.3%, Me=1), in timp ce 16.7% au avut 3+. Relatiile moleculare au aratat corelatii
puternice ER-PR (1r;=0.78), o asociere nesemnificativdi ER-HER2, o tendintd inversa ER-Ki67
(rs=—0.30; p=0.06) si o corelatie inversa semnificativi PR-Ki67 (r;=—0.49; p=0.001); in schimb,
HER2-Ki67 a fost pozitiv corelat (r;=0.52; p=0.001), indicand ca supraexpresia HER2 in DZT2 se
asociaza cu proliferare crescuta.

5.4. Caracteristica comparativa a tumorilor mamare, cu si fara asocierea DZT2

Analiza comparativa a biomarkerilor tumorali intre loturile non-diabetic si diabetic a evidentiat
diferente de expresie si de interdependenta cu relevanta prognostica. Pentru ER, lotul non-diabetic a
avut 57.2%=+41.6% (Me=80%), cu 30.2% cazuri ER-negative, iar lotul diabetic 60.2%+37.8%, cu o
proportie mai mica de cazuri ER-negative (23.3%); in ambele loturi s-a mentinut o corelatie pozitiva
puternicd ER—PR (r,=0.74 vs 1,=0.77), sugerand hormonodependenta indiferent de statusul metabolic.
Pentru PR, mediile au fost comparabile (35.2% vs 39.7%, p=0.78), insa in lotul diabetic s-a evidentiat
o corelatie negativd semnificativa PR—Ki67 (r;=—0.49; p=0.001), absentd in lotul non-diabetic,
mic 1n lotul diabetic (30.6%+17.8%) fatd de non-diabetic (35.2%+19%), la limita semnificatiei
(p=0.06). Un element distinct a fost corelatia pozitiva puternicda HER2—-Ki67 in lotul diabetic (r;=0.52;
p=0.001), absenta in lotul non-diabetic, sugerdnd un fenotip mai proliferativ/agresiv al tumorilor
HER2-pozitive in prezenta dereglarilor metabolice. Expresia HER2 nu a diferit semnificativ intre loturi
(p=0.12), iar cazurile HER2 3+ au fost similare (18.6% vs 16.7%). In ansamblu, desi tumorile NST
sunt predominant hormon-dependente in ambele grupuri, in DZT2 se evidentiaza o asociere mai stransa
intre axul HER2 si proliferare, cu potential impact negativ asupra prognosticului pentru subtipurile
HER2-pozitive.

5.5. Structura si fenotipul molecular al carcinomului mamar

Structurarea subtipurilor moleculare a fost realizata prin integrarea expresiei ER si PR, statusului
HER?2 si indicelui Ki67. In lotul non-diabetic, distributia a fost heterogena, cu predominanta subtipului
Luminal B/HER2-negativ (48.8%; 21 cazuri), urmat de Triplu-negativ (20.9%); subtipurile Luminal
B/HER2+ si Luminal A au constituit 11.6%, respectiv 9.3%, iar HER2-pozitiv pur a fost cel mai rar
(7%). In lotul cu DZT2 s-a mentinut predominanta Luminal B/HER2-negativ (58.6%; 17 cazuri), urmat
de Triplu-negativ (17.2%), iar Luminal A si Luminal B/HER2" au avut cate 10.3%; subtipul HER2-
pozitiv pur a fost rar (3.5%; 1 caz). Compararea statisticd a loturilor nu a evidentiat diferente
semnificative ale distributiei subtipurilor (p=0.48), sugerand ca DZT2 poate influenta microambientul
si agresivitatea, dar nu modificd in mod determinant apartenenta moleculara definita prin markerii IHC
standard.
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6. INFLUENTA DEREGLARILOR METABOLICE DIN DZT2 ASUPRA STATUTULUI
IMUN CELULAR LOCAL DIN CARCINOMUL MAMAR

In acest capitol sunt integrate si discutate rezultatele obtinute privind influenta diabetului zaharat
de tip 2 asupra particularitatilor morfologice, imunologice, angiogenice si moleculare ale carcinomului
mamar invaziv de tip NST. Asocierea DZT2 nu s-a corelat puternic cu parametrii clasici de stadiu
tumoral, 1nsa s-a insotit de accentuarea invaziei limfovasculare si perineurale, ceea ce sugereaza ca
deregldrile metabolice influenteaza in special capacitatea de diseminare tumorald si remodelarea
microambiantei locale. Din perspectivd moleculard, in lotul cu DZT2 s-a observat mentinerea
predominantei fenotipurilor hormonodependente, fara diferente semnificative statistic ale distributiei
globale a subtipurilor moleculare comparativ cu lotul non-diabetic. Importanta biologica a diabetului
nu rezida atat In modificarea apartenentei la un anumit subtip molecular, cat in schimbarea relatiilor
dintre markerii tumorali. Astfel, s-a mentinut coexpresia puternicd ER-PR, s-a evidentiat o asociere
inversa intre PR si Ki67, iar relatia pozitivda dintre HER2 si Ki67 a fost mai accentuatd in contextul
DZT2, sugerand ca proliferarea tumorala devine mai strans legata de axa HER2 1n prezenta dereglarilor
metabolice. Analiza gradului histologic a evidentiat o proportie mai mica de tumori G3 in lotul
diabetic, insa aceastd observatie nu exclude un comportament biologic mai agresiv. Rezultatele indica
faptul ca agresivitatea tumorald, in contextul DZT2, trebuie apreciata nu doar prin gradul histologic, ci
prin integrarea markerilor proliferativi, a profilului molecular si a particularititilor microambiantei
tumorale. In acest sens, DZT2 pare s influenteze mai ales reteaua de interactiuni dintre markerii
biologici, si nu exclusiv expresia cantitativa izolata a unui singur marker.

Datele privind imunitatea celulara locald sustin existenta unui raspuns antitumoral compromis
in prezenta diabetului zaharat de tip 2. La pacientele cu DZT2 s-a observat o tendintd de reducere a
densitatii limfocitelor T citotoxice CD8" intratumorale, concomitent cu redistribuirea infiltratului imun
catre compartimentul peritumoral. Aceastd reorganizare a infiltratului sugereazd o diminuare a
eficientei raspunsului imun citotoxic direct asupra celulelor tumorale. Totodata, relatia inversa dintre
CD4 intratumoral si expresia ER sugereaza interdependente suplimentare intre statutul imun local si
profilul hormonal al tumorii. in ceea ce priveste celulele CD45" si CD56", rezultatele arata ca DZT2
influenteazd nu doar densitatea, ci mai ales distributia acestora in microambianta tumorala.
Acumularea peritumorald a celulelor CD56", asociata cu densitate intratumorald redusa, sustine ipoteza
unei penetrari insuficiente a componentei efectoare in focarul tumoral. In consecintd, in contextul
diabetic, prezenta acestor celule la periferia tumorii poate reflecta mai curdnd un raspuns imun
incomplet eficient decat un control imun antitumoral adecvat.

Angiogeneza tumorala a prezentat particularitati sugestive pentru o vascularizatie disfunctionala.
In lotul cu DZT2, densitatea microvasculard CD34" intratumorald s-a asociat invers cu gradul tumoral,
scorul Nottingham si indicele Ki67, ceea ce sustine existenta unei arhitecturi vasculare dezorganizate
si a unei perfuzii tisulare ineficiente. In acest context, diabetul zaharat de tip 2 poate favoriza instalarea
unei microambiante tumorale hipoxice, capabile sd sustind progresia neoplazicd si alterarea
suplimentara a raspunsului imun local. Un rezultat important al studiului il constituie rolul
macrofagelor CD68+ in contextul DZT2. Continutul intratumoral a macrofagelor s-a asociat cu
extensia nodala, iar componenta peritumorald cu activitatea mitotica si dimensiunea tumorala, ceea ce
sustine implicarea lor in progresia locala si regionald a bolii. Aceste observatii confirma faptul ca, in
conditii de dereglare metabolica, infiltratul macrofagic dobandeste o semnificatie biologica pro-
tumorald, contribuind la perpetuarea inflamatiei cronice si la remodelarea microambiantei
carcinomului mamar. In ansamblu, rezultatele obtinute demonstreazi ci diabetul zaharat de tip 2 nu
actioneaza doar ca o comorbiditate metabolica, ci ca un factor activ de remodelare a microambiantei
carcinomului mamar. Influenta sa se exercitd prin alterarea echilibrului dintre imunitatea celulara
locald, angiogeneza si relatiile dintre markerii hormonali si proliferativi. Aceasta interpretare sustine
necesitatea unei evaludri histopatologice si imunohistochimice integrate la pacientele cu carcinom
mamar asociat DZT2, cu potential impact prognostic si terapeutic.
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CONCLUZII GENERALE

I. Glanda mamara 1n postmenopauza prezintd modificdri involutive asociate proceselor
fiziologice de senescenta si remodelare tisulard. Carcinomul mamar invaziv de tip NST, in contextul
diabetului zaharat de tip 2, prezintd caracteristici morfologice si proliferative mai agresive, exprimate
prin dimensiuni tumorale crescute, scor histologic mai avansat si activitate proliferativd accentuata,
comparativ cu cazurile fard comorbiditate metabolica.
2. Parenchimul mamar postmenopauzal se caracterizeazd printr-un status particular de control
imun, evidentiat prin distributia predominantd a limfocitelor CD3" si CD8" la nivelul stromei
glandulare, concomitent cu localizarea preferentiala a leucocitelor CD4" si CD56" in compartimentul
epitelial. In contrast, carcinomul mamar asociat diabetului zaharat de tip 2 prezinti un status imun
celular local profund alterat, caracterizat prin cresterea semnificativa a populatiei de macrofage CD68"
intratumorale si prin corelatii imune sugestive pentru dezvoltarea unei microambiante tumorale
imunosupresive, favorabile progresiei neoplazice.
3. In carcinomul mamar asociat diabetului zaharat de tip 2, angiogeneza tumorali este
caracterizata printr-o arhitectura microvasculara dezorganizata si o functionalitate vasculara deficitara,
aspecte evidentiate de asocieri statistice semnificative intre densitatea microvasculara CD34" si
markerii de agresivitate si proliferare tumorald. Aceste corelatii sunt sugestive pentru o perfuzie
tisulard compromisa si pentru instalarea unei microambiante tumorale hipoxice, favorabila progresiei
neoplazice.
4. Glanda mamara in postmenopauza prezinta o expresie redusa a receptorilor steroizi (ER, PR),
precum si a markerilor HER2 si Ki67. Diferentele dintre carcinomul mamar, cu si fara diabet zaharat
asociat nu se reflectd in nivelurile cantitative ale expresiei ER, PR sau HER2, ci in tiparele de asociere
statistica ale acestor markeri cu activitatea proliferativa (Ki67), care in ansamblu, indica un profil
tumoral mai agresiv.
5. Microambianta tumorald in carcinomul mamar invaziv de tip NST asociat diabetului zaharat
de tip 2 este caracterizatd printr-o remodelare complexa, rezultata din interactiunea dinamica dintre
componentele imune, vasculare si hormonale. Aceastd remodelare se produce in absenta modificarilor
distributiei subtipurilor moleculare, insd exercitd un impact semnificativ asupra comportamentului
proliferativ tumoral.

RECOMANDARI PRACTICE
1. Se recomanda includerea evaluarii markerilor imunologici (CD3, CD4, CDS8, CD68) in analiza
histopatologica a carcinomului mamar, in special la pacientele cu diabet zaharat de tip 2, in vederea
caracterizarii statusului imun tumoral;

2. Se propune aprecierea concomitentd a potentialului angiogen (CD34) si a infiltratului imun
celular, pentru o evaluare complexa a microambiantei tumorale;

3. Se recomanda integrarea parametrilor imunologici si moleculari (ER, PR, HER2, Ki67) in
stratificarea prognostica a pacientelor cu carcinom mamar asociat DZT2;

4. Se recomanda monitorizarea particularitatilor imunologice tumorale la pacientele cu DZT2, in
vederea individualizarii conduitei terapeutice;

5. Se impune luarea in considerare a impactului dereglarilor metabolice asupra microambiantei

tumorale in elaborarea strategiilor terapeutice personalizate;

6. Se recomandd dezvoltarea unor protocoale integrate de evaluare histopatologica si
imunohistochimicd, care sd includd markerii imunitatii celulare si ai angiogenezei in carcinomul
mamar asociat DZT2;

7. Se propune utilizarea markerilor imunologici ca potentiali indicatori ai evolutiei tumorale si ai
raspunsului la tratament la pacientele cu comorbiditate metabolica.
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ADNOTARE
Brinza Dumitru
»Manifestarile locale ale imunititii celulare in carcinomul mamar la pacientii cu
diabet zaharat de tip 2”
Teza de doctor in stiinte medicale, Chisinau, 2026

Structura tezei: introducere, 6 capitole, concluzii generale, recomandairi practice,
bibliografie cu 330 titluri, 16 anexe, 110 pagini de text de baza. Rezultatele au fost publicate in 40
lucrari stiintifice.

Cuvinte cheie: carcinom mamar, profil hormonal, HER2, Ki67, diabet zaharat tip 2 (DZT?2),
imunitate locald, T limfocite, macrofage, angiogeneza.

Scopul lucrarii: Evaluarea complexd a carcinomului mamar invaziv de tip ductal (NST)
asociat cu DZT?2, prin prisma profilului molecular al tumorii si a statusului imun celular local,
comparativ cu pacientii non-diabetici.

Metodologia cercetarii: Studiu retrospectiv, comparativ, pe un lot de 102 specimene: 72
paciente cu carcinommamar (43 fara diabet si 29 cu DZT2) si un lot de control de 30 cazuri (tesut
mamar neafectat). S-au utilizat metode histologice clasice si imunohistochimice (panel din 11
anticorpi: ER, PR, HER2, Ki67, CD3, CD4, CDS, CD34, CD45, CD56, CD68).

Rezultatele obtinute: Analiza morfologica a demonstrat ca tumorile asociate cu DZT2
prezintd caracteristici mai agresive, avand dimensiuni mai mari $i stadii patologice mai avansate
comparativ cu lotul non-diabetic. S-a constatat ca diabetul zaharat nu este doar o comorbiditate, ci
un factor activ care remodeleaza microambianta tumorala.

Evaluarea statusului imun a relevat modificari semnificative induse de DZT2. In tumorile
pacientelor diabetice, s-a observat o diminuare a densitatii limfocitelor T citotoxice (CD8") si a
macrofagelor (CD68") in zona intratumorald, comparativ cu stroma peritumorald. In schimb,
stroma peritumorala la diabetici este caracterizatd printr-o infiltrare mai intensa cu celule NK
(CD56") si o densitate vasculard (CD34") crescutd, sugerand o adaptare compensatorie. Spre
deosebire de pacientele non-diabetice, unde vascularizatia intratumorald coreleazd pozitiv cu
agresivitatea, la diabetici aceasta coreleaza negativ cu gradul histologic si Ki67, indicind o
angiogeneza ineficienta.

Din punct de vedere molecular, tumorile asociate cu DZT2 sunt preponderent hormon-
dependente (ER/PR pozitive), iar subtipul Luminal B/HER2-negativ este cel mai frecvent. Desi
diabetul nu altereaza distributia globala a subtipurilor moleculare, acesta moduleaza relatiile dintre
markeri: s-a evidentiat o corelatie pozitiva puternicad intre HER2 si Ki67 la diabetici, sugerand un
comportament mai agresiv al tumorilor HER2+ 1n context metabolic alterat.

Concluzii: Deregldrile metabolice din DZT2 influenteazd profund interactiunea dintre
tumora si gazda, favorizand un profil imun local modificat ce pot contribui la progresia neoplazica
si necesitd o abordare terapeutica personalizata.
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ANNOTATION
Brinza Dumitru
»Local manifestations of cellular immunity in breast carcinoma in patients with type
2 diabetes mellitus”
PhD, Thesis in Medical Sciences, Chisinau, 2026

Thesis structure: Introduction, 6 chapters, general conclusions, practical recommendations,
bibliography with 330 titles, 16 annexes, 110 pages of core text. The results were published in 40
scientific papers.

Keywords: breast cancer, hormonal profile, HER2, Ki67, type 2 diabetes mellitus (T2DM),
local immunity, T lymphocytes, macrophages, angiogenesis.

he purpose of the study: A complex evaluation of invasive ductal breast carcinoma (NST)
associated with T2DM, through the lens of the tumor’s molecular profile and local cellular immune
status, compared to non-diabetic patients.

Research methodology: A retrospective, comparative study on a batch of 102 specimens:
72 patients with breast cancer (43 without diabetes and 29 with T2DM) and a control group of 30
cases (unaffected breast tissue). Classical histological and immunohistochemical methods were
used (a panel of 11 antibodies: ER, PR, HER2, Ki67, CD3, CD4, CD8, CD34, CD45, CD56,
CD68).

Results obtained: Morphological analysis demonstrated that T2DM-associated tumors
exhibit more aggressive characteristics, showing larger sizes and more advanced pathological
stages compared to the non-diabetic group. It was established that diabetes mellitus is not merely
a comorbidity but an active factor that remodels the tumor microenvironment. The evaluation of
immune status revealed significant changes induced by T2DM. In the tumors of diabetic patients,
a decrease in the density of cytotoxic T lymphocytes (CD8") and macrophages (CD68") was
observed in the intratumoral area compared to the peritumoral stroma. Conversely, the peritumoral
stroma in diabetics is characterized by a more intense infiltration of NK cells (CD56") and
increased vascular density (CD34"), suggesting a compensatory adaptation. Unlike non-diabetic
patients, where intratumoral vascularization correlates positively with aggressiveness, in diabetics,
it correlates negatively with histological grade and Ki67, indicating paradoxical or inefficient
angiogenesis. From a molecular perspective, T2DM-associated tumors are predominantly
hormone-dependent (ER/PR positive), and the Luminal B/HER2-subtype is the most frequent.
Although diabetes does not alter the global distribution of molecular subtypes, it modulates the
relationships between markers: a strong positive correlation was highlighted between HER2 and
Ki67 in diabetics, suggesting more aggressive behavior of HER2-positive tumors in a context of
altered metabolism.

Conclusions: Metabolic disturbances in T2DM profoundly influence the interaction
between tumor and host, favoring a modified local immune profile that may contribute to
neoplastic progression and necessitates a personalized therapeutic approach.
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